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         19 Проведена комплексная цитологическая и биохимическая оценка индуцированной мокроты у пациен-
   -      18   тов с тяжелой терапевтически чувствительной формой бронхиальной астмы и пациентов с хронической 
  .      обструктивной болезнью легких Доминирующими морфологическими и биохимическими маркерами астмы 
   ,       явились повышенное число макрофагов лимфоцитов и эозинофильных гранулоцитов при снижении протео-
        литической активности нейтрофильной эластазы и повышение ферментативных свойств α1-протеиназного 
.           ингибитора Прогрессирование деструктивных и фиброзных процессов у пациентов с тяжелой формой хро-
           нической обструктивной болезни легких происходит на фоне активной нейтрофильной и лимфоцитарной ре-
            акции в слизистой оболочке бронхов и сопровождается высокой активностью эластазы и снижением функ-
   .циональных свойств протеиназного ингибитора
Ключевые слова:  ,  , индуцированная мокрота нейтрофильная эластаза α1-  .протеиназный ингибитор
In the present research the complex cytologic and biochemical estimation of a condition induced sputum at 19 patients with the heavy therapeutic-sensitive 
form of a bronchial asthma and 18 patients with chronic obstructive disease of lungs is lead. Dominating morphological and biochemical markers of an asthma 
became the raised number of macrophages, lymphocytes, and eosinophils at decrease in functional activity neutrophil elastase and increases activation properties. 
Progressing of destructive and fibrous processes at patients with heavy form chronic obstructive pulmonary disease occurs on a background active neutrophil and 
lymphocytes reactions in a mucous membrane of bronchial tubes that proves to be true high activity elastase and falling of functioning proteinase inhibitor.
Key words: induced sputum, neutrophil elastase, α1 proteinase inhibitor.
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Введение
  ( )   Бронхиальная астма БА и хроническая 
   ( ) обструктивная болезнь легких ХОБЛ относят-
     ся к числу наиболее распространенных заболе-
   [1, 4, 15]. ваний дыхательных путей
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    Современная концепция патогенеза БА ба-
     зируется на представлении о ключевой роли 
   персистирующего воспаления в бронхиальной 
,      стенке возникающего в ответ на воздействие 
     различных триггеров и приводящего к гиперре-
    .активности бронхов и бронхиальной обструкции  
   Воспалительная реакция дыхательных путей 
     при астме сопровождается увеличением в про-
   свете бронхов количества активированных 
,  ,   h2-эозинофилов тучных клеток макрофагов и Т
 [14, 15].  лимфоцитов Для   ХОБЛ считается харак-
   терным увеличение общего чис  ла нейтрофилов 
 CD8-  [4, 11, 12, 18]. и лимфоцитов Гетеро  генный кле-
    точный инфильтрат является источником спе-
  ,  цифических биологических маркеров которые 
    -играют ключевую роль в структурно функцио-
    нальных изменениях слизистой оболочки брон-
.     хов Особое значение в развитии эпителиаль-
     ного повреждения и легочного фиброза принад-
 .   лежит эластазе Функционирование этого фер-
     мента зависит от структурной организации и 
 активности α1-   (протеиназного ингибитора α1- )ПИ  
[7, 9, 16, 18, 21]. 
   В диагностике пульмонологической патоло-
    гии ведущая роль отводится бронхоскопическо-
 ,    му исследованию хотя данная манипуляция не-
    редко сопровождается осложнениями и может 
    привести к развитию выраженного бронхооб-
 .     структивного синдрома В этой связи приори-
    тетным направлением в диагностике заболева-
    ний легких становится неинвазивный метод 
   ( ), анализа индуцированной мокроты ИМ состо-
    яние которой отражает воспалительные и 
    структурные нарушения в слизистой оболочке 
 [1, 4].        бронхов Вместе с тем до сих пор не раз-
    работано четких морфологических и биохими-
      ческих критериев развития и утяжеления БА и 
.     ХОБЛ Остается открытым вопрос о существо-
     вании и значимости взаимосвязей между цито-
   логическими и биохимическими параметрами 
      ИМ и их значении в формировании тяжелых 
   . форм обструктивных болезней легких
    Цель данного исследования заключалась в 
    изучении и сопоставлении морфологического и 
     биохимического профиля ИМ при тяжелой фор-
   . ме БА и ХОБЛ
Материал и методы
  Проведено одномоментное сравнительное 
     исследование пациентов обоего пола с терапев-
-тически чувствите    (19 )льной формой БА человек  
    (18 )  и тяжелой степенью ХОБЛ человек в воз-
  33   65   (  расте от до лет средний возраст 
(56,2 ± 8,62)  ).   года Продолжительность заболе-
    (13,89вания составила в среднем  ± 5,12)  .года  
 Контролем     выступали некурящие лица без па-
   (20 ), тологии органов дыхания человек сопоста-
     вимые по возрасту и полу c обследованной 
.группой
     Диагноз и степень тяжести болезни верифи-
    цировали согласно критериям Глобальной стра-
       тегии по профилактике и лечению БА и ХОБЛ 
(GOLD, GINA, 2006).    Больные с тяжелой терапевти-
-    чески чувствительной формой БА соответствова-
  :   ли следующим критериям положительные ре-
   (зультаты кожных аллергопроб поливалентная 
  63,5% );  сенсибилизация в случаев уровень сыво-
  (роточного иммуноглобулина Ig)  Е 
(280,0 ± 32,8) / ;   МЕ мл объем форсированного вы-
    (доха за первую секунду ОФВ1)  составлял 
(59,7 ± 12,4)%;    обратимость бронхиальной об-
   струкции после ингаляции бронхолитика 
(∆ОФВ1)  (38,1 ± 3,4)%;    пиковая скорость выдоха 
( )ПСВ  (66,5 ± 4,7)%;   суточная лабильность брон-
 ( ) 30,2хов СЛБ  ± 1,9.     У пациентов с ХОБЛ были 
     следующие условия для включения в исследо-
:     20  ;  вание стаж курения более пачколет дли-
  ,  тельный кашлевой анамнез прогрессирующая 
,   . одышка утреннее откашливание мокроты Спи-
     рография у этой группы пациентов соответство-
   : вала тяжелой стадии ХОБЛ постбронходилата-
  — ционные показатели ОФВ1 (45,70 ± 3,95)%; ин-
  (  декс Тиффно соотношение ОФВ1  и форсиро-
    ( ))ванной жизненной емкости легких ФЖЕЛ  
(58,90 ± 5,53)%;   , наличие эмфиземы легких диа-
 .   гностированной рентгенологически В исследо-
      вание не включались пациенты с другими забо-
  . леваниями бронхолегочной системы
    На выполнение манипуляции получено пись-
   .менное информированное согласие пациентов  
   Исследование одобрено локальным этическим 
   комитетом Сибирского государственного меди-
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     3, 4,Сбор ИМ осуществляли после ингаляций  
5%-м  раствором NaCl   через ультразвуковой небу-
  лайзер с продолжи     тельностью каждой из них в 
 4—5течение  .     мин Мокроту обрабатывали и ис-
    [1, 4].  следовали по стандартной методике В ИМ 
 ,   подсчитывали цитоз а затем цито   грамму с вы-
    явлением асбсолютного числа различных клеточ-
 .     ных популяций В клеточном составе ИМ иденти-
 , , фицировали макрофаги нейтрофилы эозинофи-
,  ,    .лы лимфоциты клетки реснитчатого эпителия  
   1Для биохимических исследований   мл мокроты 
  1гомогенизировали в   мл физиологического 
,   раствора подвергали однократному заморажива-
- ,   15нию оттаиванию центрифугировали   мин при 
3 000 / .     об мин В надосадочной жидкости ИМ 
    определяли активность эластазы и α1- .  ПИ Ак-
     тивность эластазы измеряли по скорости гидро-
 лиза N-бутилокси -карбонил L- -алинин ρ-нитро-
фени   ( ) лового эфира БАНЭ  и   выражали в нано-
     1моль БАНЭ в минуту на   мл мокро .  ты Актив-
 ность α1-     ПИ определяли по торможению гидро-
 лиза N- -бензоил L- -  аргинин этилового эфира 
     трипсином и выражали в условных ингибитор-
  ( / ) [5, 6].ных единицах ИЕ мл
   Статистическую обработку проводили при 
   помощи пакета программ Statistica 6.0.  for Windows 
(StatSoft Inc., ).      США В связи с тем что небольшой 
     объем выборки не позволяет отнести данное 
   , распределение к нормальному закону статисти-
 ческий    анализ осуществляли с использованием 
  — . непараметрического критерия Манна Уитни Дан-
     ные представляли в виде медианы Me;  меру 
 —     рассеяния в виде квартильного интервала Q0,25
—Q0,75.     Оценку взаимосвязи между различными 
  морфометрическими параметрами осуществляли 
    с помощью подсчета коэффициента корреляции 
 рангов r .  Спирмена Критическим статистическим 
    уровнем значимости считали значение p < 0,05 
[7]. 
Результаты
 - , Здоровые доноры добровольцы включенные 
  ,   в контрольную группу хорошо переносили ин-
   галяции гипертонического раствора NaCl,   у них 
   получено достаточное количество исследуемого 
    1,0  ((0,81—материала с общим цитозом
1,21) ⋅ 106/ ).   мл Доминирующей клеточной популя-
       цией в ИМ у лиц контрольной группы были 
 ,   альвеолярные макрофаги их общее количество 
 0,91 ((0,63—1,09)составляло  ⋅ 106/ ).мл
      В цитограмме ИМ у пациентов с терапевти-
-     чески чувствительной формой БА по сравнению 
    с контролем установлено повышение общего 
 , , числа нейтрофилов лимфоцитов эозинофилов 
   .  и клеток реснитчатого эпителия Клеточный со-
      став ИМ при тяжелой форме ХОБЛ достовернo 
(р = 0,0005)     отличался от контрольной группы 
     увеличением цитоза ИМ с одновременным по-
     вышением общего числа нейтрофилов и лим-
     фоцитов на фоне значимого снижения общего 
  (числа макрофагов .табл  1).   При сравнении ци-
      тологического состава ИМ пациентов с ХОБЛ и 
      тяжелой формой БА у последних выявлено до-
 (стоверное р = 0,0008)   увеличение общего числа 
, ,  лимфоцитов эозинофилов клеток реснитчатого 
    эпителия и снижение нейтрофильных грануло-
 ( .цитов табл  1). 
Активность эластазы и α1-ПИ в ИМ у лиц 
 контрольной   группы составляла соответственно 
0,35 (0,18—0,67)   /   0,14 (0,12—нмоль БАНЭ мин мл и
0,14) / .     ИЕ мл При биохимическом анализе ИМ у 
   -больных с тяжелой терапевтически резистент-
      ной формой БА по сравнению с контролем 
   установлено одновременное повышение функ-
     циональной активности эластазы и ее ингиби-
 (тора .табл  2).   Результаты биохимического ис-
       следования ИМ у пациентов с ХОБЛ по срав-
    нению с контролем продемонстрировали выра-
   женное усиление протеолитических свойств 
  4,43 (3,62—7,36)эластазы до    /нмоль БАНЭ мин мл 
  и падение α1-   0,03  (0,03—0,04)ПИ до  / .  ИЕ мл У 
   -больных с тяжелой терапевтически чувстви-
    тельной БА ферментативная активность эласта-
    ,  зы отличалась более низкими значениями а ин-
  , , гибиторные свойства ИМ напротив превышали 
    соответствующие показатели пациентов с ХОБЛ 
( .табл  2).
    При оценке взаимосвязи изучаемых клини-
-    ко функциональных параметров с цитологиче-
     скими и биохимическими показателями ИМ у 
   -пациентов с тяжелой терапевтически чувстви-
    тельной формой БА обнаружены статистически 
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 (значимые p = 0,007)   прямые корреляции между 
 ,  количеством эозинофилов  суточной лабильно-
     стью бронхов и числом бронхиальных эпителио-
.      цитов Общее количество макрофагов у этой 
   группы пациентов статистически значимо 
(p = 0,009)    коррелировало с активностью α1-ПИ 
(рисунок).
 1Т а б л и ц а
Цитологический состав индуцированной мокроты при БА и ХОБЛ, Me (Q0,25—Q0,75)
 , Клеточная популяция ⋅106/мл Контроль   Тяжелая форма БА   Тяжелая форма ХОБЛ
Цитоз 1,00 (0,81—1,21) 2,02 (1,80—2,30)* 2,35 (1,80—2,80)●
 Реснитчатый эпителий 0,02 (0,01—0,02) 0,11 (0,05—0,14)* 0,04 (0,04—0,13)●, ♦
Макрофаги 0,91 (0,63—1,09) 0,55 (0,36—0,61)* 0,10 (0,04—0,15)●, ♦
Лимфоциты 0,06 (0,04—0,09) 0,27 (0,16—0,37)* 0,15 (0,08—0,21) ●, ♦
Нейтрофилы 0,03 (0,01—0,08) 0,99 (0,84—1,09)* 1,87 (1,68—2,19)●, ♦
Эозинофилы 0 (0—0,01) 0,15 (0,07—0,17)* 0,02 (0,01—0,04)♦
П р и м е ч а н и .    .е Здесь и в табл  2: * —   (достоверность различий р < 0,05)     при сравнении цитологических параметров в 
        ; контрольной группе и у пациентов с тяжелой формой БА ● —   (достоверность различий р < 0,05)   при сравнении цитологиче-
           ;  ских параметров в контрольной группе и у пациентов с тяжелой формой ХОБЛ ♦  —   (достоверность различий р < 0,05) при 
          .сравнении цитологических параметров у пациентов с тяжелой формой БА и ХОБЛ
 2Т а б л и ц а
Активность эластазы и ее ингибитора в индуцированной мокроте при БА и ХОБЛ, Me (Q0,25—Q0,75)
Показатель Контроль   Тяжелая форма БА   Тяжелая форма ХОБЛ
 ,   /Активность эластазы нмоль БАНЭ мин
мл
0,35 (0,18—0,67) 1,19 (1,09—1,55)* 4,43 (3,62—7,36)●, ♦
α1-  , /протеиназный ингибитор ИЕ мл 0,14 (0,12—0,14) 0,82 (0,27—1,36)* 0,03 (0,03—0,04)●, ♦
    - ,    Результаты корреляционных взаимосвязей между клинико функциональными цитологическими и биохимическими показателя-
             (ми индуцированной мокроты при тяжелой форме бронхиальной астмы и хронической обструктивной болезни легких пред-
  ,   ставлены корреляционные связи при которых p < 0,05).   —       Сплошные линии корреляционная связь в группе пациентов с тяже-
  ;    —    лой формой ХОБЛ пунктирные линии в группе
   -   больных с тяжелой терапевтически чувствительной формой БА
    Результаты корреляционного анализа ИМ пока-
,       зали что для больных с тяжелой формой ХОБЛ 
   общее количество нейтрофилов обусловлено 
  (статистически значимой р = 0,001)  положитель-
    , ной взамосвязью с количеством пачколет индек-
 ,   ,   сом Тиффно активностью эластазы а число 
    лимфоцитов положительно коррелировало с ко-
    личеством реснитчатых эпителиоцитов в ИМ 
( )рисунок . 
Обсуждение
 (92%)   (8%) Экзогенные и эндогенные факто-
,     ры приводящие к развитию тяжелой терапевти-
-   ,  чески чувствительной формы БА вызывают 
   формирование эозинофильного паттерна воспа-
    .  ления в слизистой оболочке бронхов Это про-
   является в увеличении об   щего числа лимфоци-
    тов и эозинофилов в ИМ ( .табл  1).  Значимая 
    роль эозинофильных гранулоцитов в патогенезе 
      тяжелой формы астмы связана как с выра-
  ,    боткой ростовых факторов так и с цитотокси-
   , ческим влиянием основного протеина продуци-
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Макрофа-
ги
Нейтрофи-
лы
Эозинофи-
лы
Лимфоци-
ты
Реснитчатый
эпителий
α1-протеиназный 
 ингибитор инду-
 цированной мо-
кроты
Суточная 
лабильность 
, %бронхов
Индекс 
,Тиффно  
%
 Стаж куре-
, ния количе-
 ство пачко-
лет
 Эластаза ин-
дуцирован-
 ной мокроты
r = 0,67
r = 0,47
r = 0,76r = 0,64
r = 0,56 r = 0,86 r = 0,57
Экспериментальные и клинические исследования
 ,   руемого эозинофилами на реснитчатый эпите-
 [15, 16].      лий Данный эффект у пациентов с тя-
    желой формой БА сопровождается повышенной 
   десквамацией эпителиоцитов и подтверждается 
   положительной корреляцией между количеством 
     эозинофилов и слущенных эпителиоцитов в ИМ 
(r = 0,76; p = 0,007). 
  ,    В свою очередь бронхиальные клетки по-
    тенцируют развитие воспаления в дыхательных 
   - , путях посредством выработки Е селектина ко-
    торый активизирует адгезию и дегрануляцию 
 [16].   эозинофилов Совместная цитотоксическая 
    реакция эозинофильных гранулоцитов и эпите-
     лия бронхов вносит существенный вклад в 
  формирование бронхиальной гиперреактивно-
,    .    сти характерной для астмы Это связано со 
   снижением барьерной функции бронхиальных 
,    эпителиоцитов что обусловливает более глубо-
   кое проникновение агрессивных факторов 
 ,  внешней среды угнетение выра  ботки релакси-
  (рующих молекул NO,  эндотелина и . .)  т д  и сти-
   муляции холинергических нервных окончаний [10]. 
    Доминирующая роль эозинофилов в утяже-
     лении течения БА подтверждается прямой кор-
       реляционной связью между их числом в ИМ и 
   показателями суточной лабильности бронхов 
( ).рисунок
       У пациентов с тяжелой формой БА по срав-
      нению с ХОБЛ в цитограмме ИМ выявлено 
    уменьшение количества нейтрофилов с одновре-
   . менным падением активности эластазы Вместе 
       ,с тем оба этих показателя были значимо выше  
   .   чем в контрольной группе Низкая активность 
       эластазы у пациентов с тяжелой формой БА по 
  , ,   сравнению с ХОБЛ возможно связана с усиле-
    [8, 12, 18].нием функционирования ее ингибитора  
,     Известно что основными продуцентами α1-ПИ 
   являются гистиомакрофагальные клеточные эле-
.    менты Это подтверждается положительной кор-
     реляцией между числом макрофагов и активно-
  (стью ингибитора r = 0,56; p = 0,009), отмечающи-
     .  мися у пациентов с тяжелой астмой Таким об-
,разом  усиление ингибиторных свойств α1-ПИ в 
ИМ при      астме может быть связано с увеличени-
  ем его образования в ,макрофагах  количество 
которых выше у     больных с тяжелой формой аст-
    . мы по сравнению с ХОБЛ
Неблагоприятные факторы (профессиональ-
ные вред ,    )ности длительный стаж курения  
    рассматриваются как факторы риска развития 
    ХОБЛ и обусловливают ускоренную прогрессию 
     -заболевания в связи с развитием структурно
    функциональных нарушений в слизистой оболоч-
   [1,ке бронхиального дерева  2, 4, 20].  Персисти-
    рующий воспалительный процесс в бронхиаль-
      ном дереве у пациентов с ХОБЛ сопровождает-
      ся преобладанием в ИМ общего количества ней-
тро   ( .фильных гранулоцитов см  .табл  1). Извест-
,    но что эти клетки   являются основными проду-
 ,    центами эластазы активность которой значи-
      . тельно повышена в ИМ у больных ХОБЛ Эла-
    ,стаза участвует в антибактериальной защите  
   обладает выраженным провоспалительным эф-
,    фектом активизирует наработку иммунокомпе-
  тентными клетками -6, -8, интерлейкинов грануло-
  цитарного макрофагального колониестимулирую-
 ,щего фактора    что поддерживает нейтрофильный 
     тип воспаления и придает ему персистирующий 
 характер [2, 13, 18].   Данный факт подтверждается 
    прямой корреляцией между числом нейтро-
     фильных гранулоцитов в ИМ и протеолитиче-
   (ской активностью фермента r = 0,67; p = 0,006). 
     Вопрос о вкладе эластазы в ремоделирова-
     ние слизистой оболочки бронхов и утяжеление 
       [9,течения ХОБЛ до сих пор остается открытым  
12, 13, 17]. ,  Несомненно повышение функциональ-
    -ной активности эластазы усугубляет клинико
  ,   функциональные показатели болезни о чем сви-
   детельствуют выявленные положительные взаи-
   , мосвязи между количеством нейтрофилов актив-
     ностью эластазы ИМ и индексом Тиффно 
(r = 0,64; p = 0,001). 
    Участие нейтрофильной эластазы в патоге-
   незе фиброзирования слизистой оболочки 
     бронхов при ХОБЛ может быть обусловлено 
 активацией металлоп  9,ротеиназы   что приводит 
     к деградации внеклеточного матрикса и стимуля-
    ции функций трансформирующего фактора роста 
β.     Этот цитокин является индуктором фиброзного 
     процесса за счет усиления пролиферации фи-
   бробластов с последующей нар   аботкой ими кол-
 лагенов II—IV  [14,  18,  20].  типов Повреждающее 
    действие эластазы на бронхиальный эпителий 
     может быть связано с проапоптотическим эф-
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 .    фектом фермента Она индуцирует апоптоз эпи-
    телиальных клеток воздухоносных путей через 
   связывание с протеиназоактивируемыми рецеп-
 торами PAR1,  активацию Akt   и увеличение прони-
   [11,  13].цаемости митохондриальной мембраны  
     Обнаруженный лимфоцитоз ИМ у пациентов с 
      ХОБЛ и прямая корреляционная связь между их 
   количеством и десквамированными эпителиаль-
    ными клетками является подтверждением цито-
    токсического воздействия лимфоидных клеток на 
  ( .эпителий бронхов см  ).   рисунок Эти данные со-
   . .гласуются с исследованиями А В  Аверья  нова и 
.,       соавт которые обнаружили в ИМ и лаважной 
    жидкости пациентов с эмфизематозным типом 
   CD8ХОБЛ повышенное число + -  Т лимфоцитов и 
   деструктивно измененных бронхиальных эпите-
 [2, 3].    лиоцитов Лимфоциты этого фенотипа мо-
   , гут быть источником цитокинов провоцирующих 
 ,  бронхиальную деструкцию могут самостоятель-
    но оказывать цитотоксическое действие на 
   [17, 19].  клетки дыхательных путей Важно отме-
,        тить что у пациентов с ХОБЛ на фоне высокой 
   протеазной активности наблюдается значитель-
   ное снижение функционирования α1-   . ПИ в ИМ
    Нарушение в системе антипротеиназной за-
       щиты при ХОБЛ может быть связано с хрони-
   . ческим воздействием табачного дыма Установ-
,   лено что курение   способствует оксигенации ак-
     тивного центра протеиназного ингибитора в сли-
  , зистой оболочке бронхов а обра  зующиеся поли-
   меры являются хемоаттрактантом для нейтро-
,филов  секретирующих эластазу и поддерживаю-
щих хроническую воспалительную реакцию [17, 
19, 21].   Такой   механизм воздействия табачного 
      дыма на эффекторные клетки и их маркеры 
    доказывается у обследованных пациентов по-
   ложительными корреляциями между количе-
     ством нейтрофильных гранулоцитов ИМ и ста-
  (жем курения r = 0,86; p = 0,001).    В то же время 
   снижение активности протеиназного ингибитора 
      может быть связано и с уменьшением общего 
  ,  числа альвеолярных макрофагов определяю-
      .  щихся в ИМ у пациентов с ХОБЛ Иммуно-
 ,  компетентные клетки выступающие индуктора-
 ,     ми ферментов вносят существенный вклад в 
    дисбаланс между протеиназными и антипротеи-
 ,    назными системами что стимулирует ремоде-
    лирование и нарушает структурную организа-
    цию бронхопроводящей системы у больных 
. ХОБЛ
Заключение
   Доминирующими морфологическими и биохи-
   -мическими маркерами тяжелого терапевтически
чувстви     тельного течения БА являются повышен-
  ,  ,  ное число макрофагов лимфоцитов эозино-
    фильных гранулоцитов при снижении функцио-
    нальной активности нейтрофильной эластазы и 
   повышения ферментативных свойств α1-  ПИ в 
.     ИМ Прогрессирование деструктивных и фи-
      брозных процессов у пациентов с тяжелой фор-
      мой ХОБЛ происходит на фоне активной нейтро-
  фильной и лимфо    цитарной реакции в слизистой 
 , оболочке бронхов что  сопровождается высокой 
    активностью эластазы и снижением функцио-
    нальных свойств протеиназного ингибитора в 
.     -ИМ Цитологическое и биохимическое ис
      следования ИМ могут быть использованы в ши-
     рокой клинической практике в качестве допол-
 нительного  -неинвазивного дифференциально
диагностического    критерия оценки тяжести тече-
   .ния БА и ХОБЛ
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